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摘要 :反刍 动物 瘤 


基因 组 学 揭示 瘤胃 微生物 多 样 性 及 功能 : 
R MG) 陈 忠 法 ? EE! 


Mt 


FEAT, IN 310012; 2. 浙 江 万 里 学 院 生 物 与 环境 学 院 ， 宁 波 315100) 


AAA 


Sa DEK AN ZAR EE, EE YS Ta EI, BFE 


代谢 和 人 免疫 功能 奶 息 相关 ， 宿 主 及 其 微生物 共同 组 成 了 一 个 “超级 生物 体 "。 由 于 绝 大 部 分 瘤胃 


微生物 不 可 培养 ， 因 此 以 厌 氧 培养 为 基础 的 传统 研究 方法 存在 明显 的 兽 端 。 宏 基因 组 学 通过 高 


a 


通 量 的 测序 方法 ， 能 够 全 面 展示 微生物 多 样 性 ， 准 确 发 现 新 的 功能 基因 。 此 外 ， 宏 基因 组 学 揭 
示 了 宿主 基因 和 微生物 组 之 间 的 互 作 关 系 。 随 着 组 学 技术 的 不 断 发 展 ， 宏 基因 组 学 在 瘤胃 微 生 
物 组 研究 方面 具有 广阔 的 应 用 前 景 。 
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反刍 动物 全 球 总 量 已 超过 44 亿 涉 ， 是 重要 的 食品 和 经 济 来 源 巾 。 冶 胃 容量 大 ， 温 度 适 宜 


为 微生物 提供 了 良好 生长 条 件 。 瘤 骨 内 微生物 种 类 多 ， 数 量 大 ， 共 有 超过 3 000 PHEW, BE 
包括 细菌 、 原 虫 、 真 菌 和 古 细 菌 趾 ， 也 有 了 哈 菌 体 和 病毒 中 。 研 究 表 明 ， 每 毫升 瘤胃 液 中 约 含 
1011 个 细菌 、10M 个 哈 菌 体 、10? 个 古 细菌 、10s 个 原 忠 和 105 个 真菌 抱 子 由 。 瘤 骨 微 生物 与 宿主 
的 营养 、 代 谢 和 免疫 息息相关 是 。 瘤 胃 微 生物 利用 饲 粮 中 纤维 素 、 半 纤维 素 和 蛋白质， 产生 挥 
发 性 脂肪 酸 (VFA)， 合 成 菌 体 蛋白 ， 为 宿主 提供 营养 物质 。 同 时 ， 甲 烷 菌 利用 二 氧化 碳 和 氧气 


生成 甲烷 ， 影 响 全 球 气候 变化 外。 此 外 ， 瘤 骨 微 生物 通过 降解 饲 粮 中 有 毒 有 害 物质 中， 产生 甘 


露 穿 糖 等 免疫 保护 物质 外 ， 可 维持 机 体 健康 。 瘤 骨 微 生物 调控 不 当 ， 将 影响 动物 健康 。 如 精 料 


采 食 比例 过 高 ， 乳 酸 兰 急剧 增长 ， 产 生 大 量 乳 酸 ， 导 致 革 兰 氏 阴 性 菌 死 亡 ， 释 放 细胞 壁 上 的 脂 
多 糖 ， 造 成 瘤 骨 酸 中 毒 四 。 
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基因 组 学 由 Handelsman 等 00 于 1998 年 提出 ， 指 对 生境 中 所 有 微生物 的 基因 


进行 研究 ， 从 而 打破 传统 培养 方法 的 局 限 。Lederberg00 用 “超级 生物 体 (superorganism)” 来 定义 
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宿主 与 共生 微生物 的 紧密 关系 ， 反 刍 动物 也 拥有 宿主 本 身 和 其 共生 微生物 组 2 套 遗 传 物质 。 随 
着 人 类 肠 道 宏基 因 组 计划 (metagenomics of the human intestinal tract,MetaHIT) 的 实施 和 完成 ， 

人 们 对 宿主 和 微生物 之 间 的 关系 有 了 更 深 的 认识 。 澳 大 利 亚 Rumen Pangenome 、 欧 洲 
RuminOmics 等 几 个 研究 组 也 已 利用 宏基 因 组 学 方法 开展 了 关于 反刍 动物 瘤胃 微生物 群落 组 成 、 
系统 发 生 、 代 谢 功能 的 研究 。 如 图 1 所 示 ， 宏 基因 组 学 起 步 晚 ， 但 发 展 迅 速 ， 目 前 已 成 为 全 球 
的 研究 热点 。 
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图 1 PubMed 中 搜索 关键 词 “Metagenomics”(A) 和 “Metagenomics and rumen”(B) 论 文 数 变化 
Fig.1 Changes of paper number searched with key words“Metagenomics” (A) and “Metagenomics and rumen” (B) in 
PubMed 


1 宏基 因 组 学 方法 操作 流程 

早期 宏基 因 组 学 技术 主要 用 于 发 掘 不 同 生 境 下 微生物 编码 特殊 生物 分 子 的 基因 ， 其 一 般 操 
作 流程 为 : 首先 提取 环境 样本 中 总 DNA， 然 后 将 其 转 入 Fosmid、Cosmid 和 细菌 人 工 染 色 体 等 
表达 载体 中 构建 宏基 因 组 文库 ， 最 后 将 构建 好 的 载体 导入 大 肠 杆菌 等 宿主 菌 中 表达 出 活性 产物 。 
目前 有 基于 序列 、 功 能 和 底 物 诱 导 基因 表达 3 种 对 宏基 因 组 文库 进行 筛选 的 方法 。UfartE 等 3 
对 Fosmid 文库 的 构建 方法 和 碳水 化 合 物 活性 酶 功能 基因 筛选 方案 做 了 较为 详细 的 描述 。 
Danielu4 也 介绍 了 目前 主要 文库 构建 和 功能 筛选 的 方法 。 至 今 ， 也 已 成 功 将 宏基 因 组 学 技术 应 
于 土壤 、 瘤 四 等 生境 中 的 脂 酶 05 和 纤维 素 酶 09 的 发 掘 。 

随 着 二 代 测 序 技术 的 兴起 ， 宏 基因 组 学 的 内 容 得 到 不 断 丰 富 ， 扩 增 子 (amplicon) 测 序 和 全 
基因 组 测序 成 为 宏基 因 组 研究 的 2 个 主要 方向 。 扩 增 子 测序 可 以 展示 微生物 群落 结构 和 丰 度 信 
足 ， 而 全 基因 组 测序 可 以 进一步 对 微生物 群落 功能 进行 分 析 。 应 用 Ilumina 和 Roche 454 FLX 
等 测序 平台 对 微生物 宏基 因 组 16S/18S 小 亚 基 (small subunit,SSU)rRNA 基因 等 其 他 系统 发 育 标 
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AT ELVES, KiK reads) FIZ. AERA. H Mothurl!la QIIME08 生 成 可 操作 
48 ”分 类 单元 (operational taxonomic unibOTU)， 再 分 别 从 各 个 OTU 中 挑选 1 条 代表 序列 与 
49  Greengenes!®, SILVAP Fl RDPP0 等 微生物 数据 库 比 对 ， 得 到 物种 分 类 和 丰 度 信息 。Di Bella 
50 ”等 2 介绍 了 目前 几 种 常见 的 高 通 量 测序 平台 ， 并 对 各 种 测序 平台 的 应 用 情况 进行 了 说 明 。 
51 此 外 ， 也 有 直接 应 用 16S rRNA 基因 进行 微生物 组 功能 预测 的 报道 21。 当 然 ， 也 可 对 样本 
52 ”中 宏基 因 组 DNA 片段 进行 测序 ， 将 原始 reads 组 装 拼接 形成 包含 更 多 碱 基 序列 的 重 赫 群 
53 Ccontigs) 。 可 使 用 MEGAND4 等 软件 将 reads 或 contigs 数据 归 类 到 对 应 微生物 基因 组 上 ， 
54 contigs 再 按照 一 定 次 序 排列 形成 scaffolds， 这 些 scaffolds 可 用 于 构建 微生物 基因 组 草图 ， 
55 scaffolds 间 存 在 一 定 的 碱 基 序 列 间隔 区 。reads 和 contigs 都 可 用 MetaGeneMark05] 或 
56 ”FragGeneScan529 等 软件 进行 基因 预测 ， 并 通过 与 COGP1、PFAMP8 和 KEGGC9I 等 蛋白 质 、 核 
5 酸 及 代谢 相关 数据 库 的 比 对 注释 ， 揭 示 微 生物 群落 组 成 、 功 能 和 代谢 特点 。 由 于 数据 库 种 类 多 ， 
5 58 操作 繁琐 ， 因 此 开发 了 MG-RASTB9 等 专门 用 于 宏基 因 组 数据 管理 和 分 析 的 集成 系统 。Thomas 
59 ”等 60 针 对 宏基 因 组 学 研究 ， 提 供 了 从 采样 到 数据 分 析 的 全 套 方案 和 建议 。 
60 2 宏基 因 组 学 揭示 瘤胃 微生物 多 样 性 
61 瘤胃 微生物 多 样 性 是 指 对 瘤胃 生境 中 微生物 组 成 和 种 群 结构 特点 ， 主 要 包括 a 多 样 性 和 B 
62 ”多 样 性 2 个 空间 尺度 的 测定 。 一 般 用 多 样 性 指数 (Chaol1、ACE 和 Shannon 指数 等 ) 来 反映 丰 
63 ” 富 度 和 均匀 度 的 综合 指标 ， 丰 富 度 指 微生物 种 类 的 多 少 ， 而 均匀 度 表示 各 类 微生物 的 占 比 情况 。 
64 ”早期 人 们 对 瘤胃 微生物 的 认 知 主要 依赖 于 显微镜 观察 ， 因 此 仅 局 限于 对 一 些 体积 较 大 的 微生物 
65 ”进行 形态 学 观察 。 随 着 研究 的 深入 ， 人 们 很 快意 识 到 瘤胃 中 存在 其 他 大 量 微 生物 ， 但 由 于 培养 
66 ”技术 所 限 ， 并 不 能 对 所 有 的 瘤胃 微生物 进行 分 离 和 鉴定 外 。 
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67 得 益 于 分 子 技术 ， 特 别 是 指纹 图 谱 技术 的 发 展 ， 研 究 者 无 需 对 瘤胃 微生物 进行 培养 ， 而 选 
68 ” 择 直接 对 微生物 DNA 或 RNA 序列 进行 分 析 ， 既 减少 了 分 析 误 差 ， 又 大 大 提高 了 对 瘤 骨 未 培 
69 ” 养 微 生物 的 认识 能 力 ， 如 大 型 瘤胃 细菌 卵 状 硅 因 氏 菌 (Qwinella ovalis) 从 未 培养 成 功 ， 但 经 过 核 
70 E RNA 的 小 亚 基 的 基因 序列 分 析 而 被 确定 分 类 地 位 6G3。 目 前 用 于 研究 微生物 多 样 性 的 分 子 
71 ”生物 学 技术 主要 包括 单 链 构象 多 态 性 (single-strand conformation polymorphism,SSCP)、 变 性 梯度 
72 ” 凝 胶 电泳 (denaturing gradient gel electrophoresis，DGGE)、 荧 光 原 位 杂交 (fluorescence in situ 
73 ”hybridization,FISH)、 核 糖 体 基因 间隔 序列 分 析 (ribosomal intergenic sequence analysis,RISA) 和 可 
74 ” 变 末 端 - 限 和 
75 ”这 些 技术 在 一 定 程度 上 能 反映 微 生 态 群落 组 成 结构 ， 但 分 辨 度 仍 不 够 高 ， 展 示 的 多 样 性 信息 明 
76 ” 显 低 于 实际 值 531。Bokulich 等 689 对 上 述 方 法 的 优 缺 点 进行 了 系统 比较 ， 并 依次 例 举 了 各 种 方法 
77 ”的 应 用 情况 。 
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性 片段 长 度 多 态 性 (terminal-restriction fragment length polymorphism, t-RFLP)!!®., 
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78 随 着 高 通 量 测 序 技术 成 本 的 降低 ， 宏 基因 组 学 技术 的 应 用 越 来 越 广泛 ， 未 培养 微生物 也 因 
79 ”此 被 大 规模 发 现 。 高 通 量 的 测序 技术 相 比 于 传统 分 子 生 物 学 方法 的 优势 是 能 够 直接 获取 碱 基 序 
80 ” 列 信息 ， 而 不 同 种 类 的 微生物 各 自 存 在 相对 保守 的 碱 基 序 列 ， 亲 缘 关 系 较 远 ， 微 生物 保守 区 碱 
81 ” 基 序 列 的 差异 越 大 。 因 此 ， 可 选择 这 些 保守 区 作为 标记 基因 ， 宏 基因 组 学 研究 中 分 别 将 序列 相 
82 EE 97%、95% 和 90% 作 为 在 种 、 属 和 科 分 类 水 平 上 OTU 划分 的 依据 启 。 若 无 特殊 说 明 ， 
83 ”以 下 均 以 97% 的 序列 相似 性 作为 种 分 类 水 平 上 OTU RRRA BEL. 
84 “2.1 瘤 骨 微生物 种 群 结构 
85 Kim 等 BI 对 RDP 数据 库 中 所 有 瘤 骨 来 源 的 13 478 条 细菌 和 3 516 条 古 菌 16S rRNA 基因 序 
86 ” 列 进行 分 析 。 在 种 的 分 类 水 平 上 ， 共 聚 类 得 到 5 271 个 细菌 OTU 和 943 个 古 菌 OTU。 其 中 ， 
87 ” 绝 大 部 分 细菌 OTU 属于 厚 壁 菌 门 (2 958 OTU)、 拟 杆菌 门 (1 610 OTU) 和 变形 菌 门 (226 OTU), 
La 88 ”表明 瘤胃 中 这 三 大 门类 微生物 可 能 占据 主导 地 位 。 另 外 ， 几 乎 所 有 瘤 骨 来 源 的 古 菌 属于 古 生 菌 
> 89 ” 门 (Euryarchaeota)， 甲 烷 短 杆 菌 (Methanobrevibacten) 是 其 中 最 主要 的 一 类 产 甲烷 菌 。Fouts 等 B5 
90 ”采用 同样 的 策略 ， 从 NCBI SILVA 和 RDP 3 个 数据 库 中 筛选 出 所 有 瘤胃 来 源 的 细菌 和 古 菌 
91 ”16S rRNA 基因 VI~V3 区 序列 进行 分 析 ， 共 获得 14 332 条 细菌 序列 和 2 484 条 古 菌 序列 ， 再 
T 92 ”分别 聚 类 得 到 4 670 个 细菌 OTU 和 486 个 古 菌 OTU, IRT Kim 等 外 的 研究 结果 。 男 外 ， 由 
M 93 F RDP 数据 库 中 不 包含 真 核 生物 18S 序列 信息 ，Fouts 等 59 只 分 别 从 SILVA 和 NCBI 数据 库 
= 94 ”中 挑选 出 1 02771 1 803 条 18S 序列 进行 真菌 多 样 性 分 析 ， 结 果 得 到 168 个 真菌 OTU。 值 得 注 
Pi 95 ” 意 的 是 ， 由 于 数据 库 中 真菌 信息 并 不 完善 ， 因 此 对 于 真菌 比 对 后 的 分 类 结果 和 丰 度 信息 可 信 度 
三 96 ”并 不 高 I。 也 有 观点 认为 由 于 真菌 18S rRNA 序列 具有 高 度 保守 性 ， 无 法 利用 该 序列 对 其 进行 
97 ”鉴定 或 比较 57， 因 此 对 瘤胃 真菌 还 有 待 进一步 研究 。 


= 98 Fouts 等 5 对 饲 喂 首 蒂 和 干草 的 12 头 奶牛 瘤 骨 内 容 物 中 的 16S/18S 小 亚 基 rRNA 基因 
© 99 ”V1~V3 区 进行 测序 ， 分 别 聚 类 得 到 4 370 个 细菌 OTU、10 个 古 菌 OTU 和 52 个 真菌 OTU。 5 
100 ”数据 库 中 包含 的 所 有 OTU 相 比 ， 各 界 微生物 所 含 的 OTU 数 均 不 同 程度 的 降低 ， 其 中 古 菌 


101 OTU 数 减 少 最 显著 。 在 属 的 分 类 水 平 上 ，OTU 数 排名 前 5 的 细菌 依次 为 普 氏 菌 属 (Prevotella)、 
102 ” Bi ei (Oscillibacter), ŽRE (Coprococcus) JA S ARRIKA (unclassified Ruminococcaceae) 
103 ”和 丁 酸 弧 菌 (Butyrivibrio)， 该 5 个 属 占 细 菌 总 量 的 40% 左 右 。 瘤 胃 中 一 共存 在 46 个 真菌 属 ， 而 
104 ”单个 瘤胃 中 最 多 只 检测 到 40 个 OTU， 可 见 瘤胃 中 真菌 较 少 。 在 属 的 分 类 水 平 上 ， 丛 亦 壳 属 
105 (Nectria), Penicilliopsis. Cystofilobasidium 和 Delphinellan 丰 度 较 高 ， 该 4 个 属 占 真菌 总 数 的 
106 25% 以 上 上。 另外， 平均 每 头 奶牛 瘤胃 存在 的 细菌 OTU 数 为 2 122， 而 根据 Chaol 指数 估算 出 每 
1077 头 牛 瘤胃 中 包含 的 细菌 OTU 数 为 3 116 ~ 5 439， 将 近 1/2 的 OTU 序列 没有 检测 到 ， 表 明 当 前 


108 ”测序 深度 (5 000 条 reads) 并 不 能 完全 反映 瘤胃 细菌 种 群 结构 。 而 对 于 真菌 ，1 000 条 reads 即 
109 ”能 满足 其 测序 要 求 ， 其 覆盖 度 (good’s coverage) 可 达到 98.4% 以 上 。 

110 Jami 等 B61 为 探究 奶牛 个 体 间 瘤 胃 微 生物 的 组 成 差异 ， 对 饲 喂 相同 饲 粮 的 16 头 荷 斯 坦 奶 牛 
111 ”瘤胃 内 容 物 中 微生物 的 16S rRNA 基因 V2 ~ V3 区 进行 扩 增 子 测序 ， 结 果 共 得 到 4 986 个 OTU, 
112 ”平均 每 头 牛 瘤 角 包含 1 800 个 OTU。 所 有 和 牛 瘤胃 共有 的 OTU 数 为 157 个 ( 占 4%) ，4 头 以 上 
113 ， 牛 瘤胃 所 共有 的 OTUs 数 只 占 1/2 左右 。 用 Bray-Curtis 法 计算 出 个 体 间 相似 度 为 51%， 个 体 间 
114 ”存在 一 定 变异 ， 但 都 包含 一 个 由 32 个 属 组 成 的 核心 微生物 组 。 此 外 ， 考 虑 到 微生物 间 的 系统 
115 ”发 育 关系 ， 应 用 加 权 UniFrac 法 计算 出 样本 间 的 相似 度 可 达 82%， 作 者 指出 在 相同 饲 喂 条 件 下 


116 ”虽然 个 体 间 瘤 骨 微生物 区 系 在 分 类 学 上 存在 差异 ， 但 功能 可 能 趋 于 一 致 。 
117 ”2.2 瘤胃 生境 中 微生物 分 布 特点 
118 Larue 等 B71 最 先 利用 DGGE 和 自动 核糖 体 基因 间隔 序列 分 析 (Automated ribosomal 


119 intergenic spacer analysis,ARISA) 技 术 探 究 了 羊 瘤 骨 内 容 物 固 相 和 液 相 中 微生物 区 系 的 组 成 差异 。 
120 近年 来 ， 许 多 研究 者 通过 高 通 量 测序 的 方法 ， 进 一 步 证 实 了 这 种 差异 的 存在 。Mullins 等 B39 研 
oO 121 ” 究 发 现 饲 喂 全 混合 日 粮 CTMR) 的 奶牛 瘤胃 内 容 物 中 ， 液 相 存 在 更 高 比例 的 牛 链球 菌 
122 (Streptococcus bovis)、 栖 瘤胃 普 氏 菌 (Prevotella ruminicola) 和 溶 纤 维 丁 酸 弧 菌 (Butyrivibrio 
123 fiprisolvens)， 而 固 相 中 主要 以 顺 齿 真 杆 菌 (Eubacterium ruminantium)、 产 琥珀 酸 丝 状 杆 菌 
© ”124 (Fibrobacter succinogenes) 和 白色 瘤 角 球菌 (Rumincoccus albus) 为 主 。 

X 125 McCann 41391761] FA RARU AAR IRA AEA A A SE EF, RAAH 
二 126 ”中 Paludibacter PRII JE (Succiniclasticum EC IEE HEHE H, T EA PY R RARE 
© 127 属 (Treponema) 丰 度 较 高 。Pitta ELODA T 4 PAE ADAH EEG e T E A 
‘= 128 (bermudagrass) 向 高 蛋白 质 、 高 可 溶性 营养 物 的 冬小麦 变化 时 对 瘤 骨 内 容 物 及 固 相 、 液 相 微 生 
O 129 ” 物 区 系 结构 的 影响 ， 结 果 表 明 饲 喂 狗 牙根 草 组 的 瘤胃 内 容 物 液 相 中 包含 的 微生物 种 类 最 多 ， 共 
130 ”发 现 149 个 属 ， 而 饲 喂 冬小麦 的 瘤 骨 内 容 物 液 相 中 只 有 118 个 属 ; 普 氏 菌 属 均 是 存在 于 2 种 饲 
131 ” 粮 中 让 度 最 高 的 微生物 ， 且 在 液 相 分 布 较 多 ， 这 与 McCann 等 89 的 结果 不 符 ， 可 能 原因 在 于 普 
132 ” 氏 菌 属 存 在 多 种 代谢 类 型 菌株 ， 能 利用 不 同 底 物 生 长 。 另 外 ， 存 在 于 瘤胃 内 容 物 固 体 颗 粒 上 的 
133 ”微生物 可 能 在 纤维 分 解 方 面 发 挥 重要 功能 。 
134 瘤胃 上 皮 昔 附 微生物 由 于 结构 上 与 宿主 的 紧密 联系 ， 因 此 在 功能 上 可 能 参与 反刍 动物 瘤胃 
135 EK VFA 吸收 等 其 他 重要 生理 过 程 。Petri 等 (1 结合 DGGE、 实 时 荧光 定量 PCR(real-time 
136 quantitative PCR detecting system,gPCR) 和 焦 磷酸 测序 3 种 技术 研究 了 瘤胃 上 皮 微 生物 在 饲 
137 咀 粗 料 和 高 精 料 时 的 变化 规律 。DGGE 图 谱 显示 饲 喂 粗 料 和 混合 粗 料 的 瘤胃 上 皮 微 生物 
138 ” 系 间 相似 性 高 于 高 精 料 组 ，gPCR 结果 表明 产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 的 种 群 数量 显著 受到 粗 料 的 影响 ; 
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139. 焦 磷酸 测序 结果 分 析 得 到 149 个 OTU， 厚 壁 菌 门 是 存在 于 瘤 角 上 皮 中 的 优势 菌 ， 埃 氏 巨 球形 
140  W(Megasphaera elsdenii)、 牛 链球 菌 和 普 氏 菌 的 GPCR 定量 结果 与 焦 磷 酸 测 序 法 得 到 的 菌株 丰 
141 ， 度 信息 基本 一 致 ， 随 着 饲 粮 的 变化 ， 瘤 胃 上 皮 微 生物 区 系 结构 相 较 于 瘤胃 固 相 和 液 相 更 稳定 品 1。 
142 3 宏基 因 组 学 与 瘤胃 微生物 功能 

143 瘤胃 微生物 是 一 个 极其 庞大 而 复杂 的 系统 ， 微 生物 间 存 在 共生 、 寄 生 、 竞 争 、 捕 食 的 关系 。 
144 ”宿主 健康 和 营养 物质 的 消化 吸收 都 依赖 于 瘤胃 微生物 正常 功能 的 发 挥 。 瘤 胃 微 生物 是 一 座 巨 大 
145 ”的 生物 资源 库 ， 蕴 藏 着 许多 有 竺 挖掘 的 基因 。 目 前 ， 借 助 于 宏基 因 组 学 研究 手段 ， 许 多 研究 者 
146 ”对 瘤胃 微生物 功能 进行 了 积极 探索 ， 尝 试 挖掘 一 些 重要 营养 生理 功能 密切 相关 的 瘤胃 微生物 功 
147 ”能 基因 。 

148 ”3.1 纤维 分 解 

149 瘤胃 微生物 具有 很 强 的 纤维 素 降解 能 力 ， 产 生 的 乙酸 、 丙 酸 和 丁 酸 等 可 为 机 体 提供 能 量 。 
150 ”瘤胃 内 的 纤维 降解 体系 非常 复杂 ， 半 纤维 素 酶 、 木 聚 糖 酶 、 区 糖苷 酶 、 内 切 葡 聚 糖 酶 、 淀 粉 酶 、 
151 。 酚 酸 酯 酶 和 木 聚 糖 乙酰 酯 酶 等 一 系列 酶 参与 到 这 一 反应 过 程 中 心 ， 且 瘤胃 微生物 进化 出 了 几 逢 
152 ”特殊 纤维 分 解 机 制 。 纤 维 小 体 是 大 氧 生物 存在 的 一 种 纤维 素 酶 系 ， 由 多 种 纤维 素 酶 、 半 纤维 素 
153 。 酶 依靠 锚 定 、 黏 附 机 制 形 成 的 一 种 多 酶 复合 体 结构 ， 通 过 细胞 黏附 蛋白 附着 在 细菌 细胞 壁 上 ， 
154 ”能 高 效 彻底 地 降解 天 然 纤维 素材 料 中 1。 

155 对 高 活性 纤维 分 解 基 因 的 筛选 一 直 是 研究 者 致力 于 瘤胃 微生物 功能 研究 的 主要 方向 。 
156 Ferrer 等 唤 首 先 在 奶牛 瘤胃 宏基 因 组 文库 中 新 发 现 了 9 个 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 。Dai 等 中 为 探究 
157 ”微生物 纤维 分 解 相 关 的 功能 基因 ， 研 究 了 憩 牛 瘤胃 微生物 组 ， 试 验 共 筛 选 得 到 223 个 具有 纤维 
158 分解 能 力 的 细菌 人 工 染 色 体 (bacterial artificial chromosome，BAC) 克 隆 ， 预 测 出 10 070 个 开放 
159 ”阅读 框 (open reading frames,ORFs)。 其 中 ，150 个 ORFs 属于 糖苷 水 解 酶 (GZ 到 基因， 且 绝 大 多 数 
160 XWA GH5, GH9 和 GH10 家 族 ， 却 缺少 多 数 微生物 纤维 素 酶 系 中 重要 组 成 成 分 GH48。 对 长 
161 ”超过 10 kb 的 水 解 纤维 素 contigs 进行 分 析 ， 发 现 其 中 25 个 来 自 于 拟 杆菌 门 ，4 个 来 自 于 厚 
162 WII, H5 SusC/SusD 型 外 膜 蛋白 基因 连锁 。Hess 等 [6 在 瘤胃 中 发 现 27 755 个 碳水 化 合 物 
163 ”活性 基因 ， 随 机 选择 90 个 基因 进行 表达 ，57% 的 基因 能 编码 具有 纤维 素 分 解 活性 的 酶 。Brulc 
164 ”等 中 在 3 头 饲 喂 相 同 饲 粮 的 肉牛 瘤胃 中 共 发 现 35 个 糖苷 水 解 酶 家 族 基 因 ， 然 而 只 发 现 3 个 碳 
165 ”水 化 合 物 结合 模块 家 族 基因 和 3 个 锚 定 模块 。 这 说 明 纤 维 降解 过 程 中 ， 微 生物 并 不 首先 水 解 主 
166 ” 链 上 的 纤维 素 和 半 纤 维 素 ， 而 是 先 打 开 侧 链 基 团 ， 完 成 定植 过 程 。 
167 Butyrivibrio proteoclasticus 是 一 种 产 丁 酸 的 革 兰 氏 阳 性 菌 ， 可 利用 菊 糖 、 果 胶 和 木 聚 糖 等 
168 ”作为 发 酵 底 物 ， 其 广泛 存在 于 瘤胃 中 B31。Kelly 等 481 对 Butyrivibrio proteoclasticus B316 全 基因 
169 ”组 进行 测序 ， 发 现 其 共 编 码 3 种 类 型 的 碳水 化 合 物 结合 模块 (CBM)， 分 别 是 CBM2a、CBM6 
170 “和 CBM13。 此 外 ， 还 编码 GH2、GH3、GHI13 等 多 种 糖苷 水 解 酶 和 糖 基 转 移 酶 。 
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3.2 甲烷 发 生 
Denman 等 入 研究 了 甲烷 抑制 剂 一 一 省 氧 甲烷 (BCM-CD) 对 瘤胃 微生物 发 酵 的 影响 。 


BCM-CD 显著 增加 了 瘤 角 气 的 浓度 ， 同 时 也 显著 提高 了 普 氏 菌 和 月 形 单 胞 菌 等 耗 氢 落 的 丰 度 ， 


从 而 发 酵 产 生 更 多 丙 酸 。Ross 等 5 研究 表明 奶牛 饲 粮 中 添加 葡萄 酒 河和 单 宁 与 脂 类 物质 的 混 
合 物 都 可 减少 甲烷 排放 ， 并 且 虽 然 添 加 剂 类 型 不 一 样 ， 但 瘤胃 微生物 组 变化 特点 具有 相似 性 ， 
2 种 添加 剂 均 显著 影响 与 甲烷 生成 有 关 的 微生物 ， 使 微生物 组 朝 着 低 甲 烧 排放 的 方向 发 展 。 


甲烷 产量 不 仅 与 瘤 骨 内 的 甲烷 菌 数量 相关 ， 还 受到 瘤 骨 内 其 他 微生物 的 影响 。 瘤 骨 内 氢 淡 
度 和 甲烷 菌 与 产 氧 菌 、 耗 氨 菌 的 互 作 也 是 影响 甲烷 产量 的 重要 因素 50。Kittelmann 等 5 研究 发 
现 瘤胃 甲烷 短 杆 菌 和 纤维 杆菌 科 微 生物 菌 群 数量 变化 具有 强 正 相关 性 ， 说 明 其 在 功能 上 存在 茶 
种 联系 。Ng 等 5 证 实 瘤 骨 甲 烷 短 杆菌 和 Butyrivibrio proteoclasticus 在 功能 上 存在 一 定 联 系 。 
Butyrivibrio proteoclasticus 可 为 甲烷 菌 甲 烷 发 生 提 供 甲 酸 、 氧 和 二 氧化 碳 等 底 物 ， 而 甲烷 菌 为 
其 提供 谷 氨 酸 等 营养 物质 。 乙 酸 菌 可 以 利用 二 氧化 碳 和 氧 生成 乙酸 。 氧 是 甲烷 菌 生成 甲烷 的 底 
物 ， 也 是 其 重要 的 能 量 物质 69。 乙 酸 菌 可 以 与 甲烷 菌 竞 争 性 利用 氨 ， 从 而 减少 甲烷 的 产生 。 但 
是 选择 合适 的 乙酸 菌 ， 是 有 效 竞争 氧 的 前 提 条 件 。Kelly 等 55 通 过 对 1 株 黏液 细菌 SA11 的 全 
基因 组 测序 分 析 ， 发 现 SA11 不 仅 可 以 利用 二 氧化 碳 / 毛 进 行 自 养 型 生长 ， 还 能 利用 葡 菊 糖 和 甲 

富 进 行 异 养 型 生长 。 但 是 SA11 代谢 类 型 多 样 ， 提 示 将 其 作为 与 甲烷 菌 竞争 所 的 候选 菌 可 能 并 
不 合适 。 

为 完善 数据 库 中 甲烷 菌 基因 信息 ， 从 更 深层 次 揭示 甲烷 的 生成 机 制 ， 目 前 已 对 包括 瘤胃 甲 
烷 短 杆菌 M1 在 内 的 几 株 甲烷 菌 进行 了 全 基因 组 测序 ， 如 表 2 所 示 。 甲 烷 菌 基因 组 大 小 不 同 ， 
甲烷 生成 途径 也 各 异 。 除 二 氧化 碳 / 氧 途径 外 ， 还 可 利用 甲酸 和 乙酸 生成 甲烷 。 甲 烷 菌 可 能 分 
布 于 瘤胃 内 特定 的 小 环境 ， 甲 烷 产 量 取 决 于 甲烷 菌 对 环境 中 营养 物质 的 利用 效率 。 理 解 甲烷 菌 
与 周围 微生物 的 共生 、 互 作 关 系 ， 将 有 利于 制订 更 加 高 效 的 甲烷 减 排 策略 。 
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表 2 瘤胃 甲烷 菌 全 基因 组 测序 项 


Table 2 Rumen methanogen genome sequencing projects 


甲烷 菌株 来 源 基因 组 大 小 完整 度 年 份 
Methanogen species Origin Genome size/Mb Status Year 
甲烷 短 杆菌 M1 Methanobrevibacter 牛 2.93 完整 2010 
ruminantium M1 

Methanobrevibacter sp. AbM4 绵羊 2.00 完整 2013 
Methanobrevibacter sp. JH1 牛 2.06 草 2013 
甲酸 甲烷 杆菌 BRM9 Methanobacterium 奶牛 2.45 完整 2015 
formicicum BRM9 

ERFIR CM1 Methanosarcina 奶牛 4.50 完整 2015 
barkeri CM1 

Methanogenic archaeon ISO4-G1 绵羊 1.59 完整 2016 
Methanobrevibacter olleyae YLM1 FE 2.20 草 2016 
Methanobrevibacter millerae SM9 绵羊 2.54 完整 2016 
Methanomassiliicoccales sp. 1R26 牛 1.72 草图 2016 


及 展望 


宏基 因 组 学 技术 拓宽 了 我 们 对 瘤 
衡 的 微生物 生态 群落 是 瘤胃 
十 


连 的 整体 。 一 个 稳定 、 高 效 、 平 


定 反刍 动物 生产 效率 的 重要 因素 。 


们 对 反刍 动物 的 营养 机 制 有 了 大 致 地 了 解 ， 


和 肠 道 微 生 态 的 研究 较 少 ， 也 许 这 


因 组 


近 10 年 来 ， 通 过 宏基 


微 生 态 的 认识 ， 反 刍 动 物 和 瘤 骨 微生物 之 间 是 紧密 相 
常 发 挥 功能 的 必要 条 件 ， 也 是 决 


学 技术 对 瘤胃 微 生 态 的 研究 ， 我 


尤其 对 


粗饲料 的 消化 。 但 


相对 


而 言 ， 反 刍 动 物 口 腔 


些 部 位 微生物 与 瘤胃 微生物 之 间 可 能 存在 一 定 的 联系 。 


宏基 因 组 学 研究 的 核心 是 通 


基因 组 学 的 应 


过 与 现 有 数据 库 比 对 ， 从 而 了 解 系统 发 育 
言 息 。 因 此 ， 需 从 完善 数据 库 、 增 加 测序 读 长 、 加 强 数据 分 析 平 台 的 构建 等 


价值 。 但 也 不 能 彻底 抛弃 传统 微生物 研究 的 分 离 培养 方法 ， 分 离 


和 和 群落 结构 和 功能 
方面 进一步 提高 宏 
培养 技术 的 改 
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进 将 大 大 增加 瘤胃 可 培养 微生物 的 种 类 ， 对 纯 菌 生理 特性 和 基因 组 信息 的 研究 有 利于 对 高 通 量 
测序 技术 组 学 数据 的 理解 和 解释 微生物 现象 。Hungate 1000 计划 (www.hungate1000.org.nz) 和 
FibeRumBa(http://www.jcvi.org/rumenomics) 将 帮助 我 们 认识 更 多 未 培养 微生物 的 功能 及 遗传 机 
制 ， 从 而 完善 数据 库 信 息 。 
当然 ， 宏 基因 组 学 分 析 也 存在 一 定 浆 端 ， 如 DNA 序列 只 能 反映 微生物 的 代谢 潜能 ， 而 
不 能 实时 反映 基因 的 转录 和 表达 情况 ， 因 此 未 来 宏基 因 组 学 将 联合 宏 转 录 组 学 、 宏 蛋白 质 组 学 
等 多 组 学 技术 ， 在 DNA, RNA 和 蛋白质 3 个 层面 上 揭示 微生物 群落 的 结构 、 系 统 发 生 、 代 谢 
功能 、 调 控 规 律 等 。 相 信 这 些 技术 将 会 在 多 种 生态 领域 得 到 快速 的 发 展 和 应 用 ， 可 以 使 人 们 从 
系统 角度 全 面 认识 微生物 群落 与 其 功能 ， 利 用 其 规律 挖掘 新 的 微生物 菌 种 及 其 酶 资源 等 。 随 着 
测序 成 本 的 降低 和 准确 性 的 提高 ， 宏 基因 组 学 技术 将 会 像 PCR 技术 一 样 ， 成 为 未 来 微生物 研 
究 的 主流 方法 。 
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Metagenomics Reveals Rumen Microbial Diversity and Functions” 


WU Peng! CHEN Zhongfa” WANG Jiakun! 
(1. Institute of Dairy Science, Zhejiang University , Hangzhou 310012, China; 2. Department of 


Bioscience, Zhejiang Wanli University, Ningbo 315100, China) 


Abstract: There are a large number of microorganisms that inhabit the rumen of ruminant animals, 
which are closely related to host digestion, absorption and immunization. The host and symbiotic 
microorganisms together constitute a “superorganisms”. Because most of microorganisms in the 
rumen cannot be cultivated, traditional culture-dependent methods have obvious drawbacks. 
Metagenomics is a high throughput method that characterizes the rumen microbial community 
structure and identifies novel functional genes. Moreover, the interactions between microbiome and 
host genetics are also determined through the use of metagenomics. With advances in omic 
technologies, metagenomics can be a powerful tool in studying the rumen microbiome with 
encouraging prospects. 
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